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Abstract: Optogenetik und Photopharmakologie ermçglichen
pr-zise r-umliche und zeitliche Kontrolle von Proteinwech-
selwirkung und -funktion in Zellen und Tieren. Optogenetische
Methoden, die auf grgnes Licht ansprechen und zum Trennen
von Proteinkomplexen geeignet sind, sind nicht weitl-ufig
verfggbar, wgrden jedoch mehrfarbige Experimente zur Be-
antwortung von biologischen Fragestellungen ermçglichen.
Hier demonstrieren wir die Verwendung von Cobalamin(Vit-
amin B12)-bindenden Dom-nen von bakteriellen CarH-
Transkriptionsfaktoren zur Grgnlicht-induzierten Dissoziati-
on von Rezeptoren. Fusioniert mit dem Fibroblasten-Wachs-
tumsfaktor-Rezeptor 1 fghrten diese im Dunkeln in kultivier-
ten Zellen zu Signalaktivit-t durch Oligomerisierung, welche
durch Beleuchten umgehend aufgehoben wurde. In Zebra-
fischembryonen, die einen derartigen Rezeptor exprimieren,
ermçglichte grgnes Licht die Kontrolle gber abnormale Si-
gnalaktivit-t w-hrend der Embryonalentwicklung.
Optogenetische Methoden ermçglichen pr-zise r-umliche
und zeitliche Kontrolle gber molekulare Prozesse, Zellsignale
und das Verhalten von Tieren, indem mikrobielle oder
pflanzliche Photorezeptordom-nen verwendet werden, um
inter- oder intramolekulare Wechselwirkungen mit Licht zu
steuern. Das derzeit verfggbare Repertoire an bekannten
Dom-nen ermçglicht die Blaulicht- oder Rotlicht-induzierte
Bildung von Proteinkomplexen,[1] haupts-chlich durch Ho-
modimerisierung von „Light-Oxygen-Voltage-sensing“-
(LOV)- und Phytochrom(PHY)-Dom-nen,[2] Heterodimeri-
sierung mit Begleitproteinen im Fall von PHY und Crypto-
chromen (CRY)[3] oder Oligomerisierung von CRY.[4] Des
Weiteren wurde Blaulicht- oder Rotlicht-induziertes Disso-
ziieren von Proteinkomplexen, die sich spontan in Dunkelheit
bilden, fgr LOV-Dom-nen in vitro[5] und fgr PHYund CRY in
Hefe-Screens[6] beobachtet und im Fall von LOV-Dom-nen
und manipulierten fluoreszierenden Proteinen als optogene-
tisches Verfahren implementiert.[7] Keine der bisher verwen-
deten optogenetischen Methoden zeigt jedoch ein Maximum
an Empfindlichkeit gegengber grgnem Licht, das daher einen
„blinden Fleck“ in optogenetischen Experimenten darstellt
(Abbildung 1a). Hier nutzen wir Cobalamin(Vitamin B12)-
Abbildung 1. a) Chromophore der bekannten Photorezeptorklassen (1:
p-Cumarins-ure, 2: Flavine, 3: Retinal, 4: Tetrapyrrole, 5: AdoCbl).
b) Dom-nenstruktur von CarH mit lichtresponsiver CBD- und DNA-
bindender Dom-ne (DBD, HTH: Helix-Schleife-Helix-Motiv), maßst-b-
lich gezeichnet entsprechend CarH von M. xanthus. c) Im Dunkeln
bilden CBDs mit gebundenem AdoCBl-Tetramere. Grfnes Licht spaltet
die 5’-Deoxyadenosylgruppe des Kofaktors, und der Komplex dissozi-
iert. d) Fluoreszenzintensit-t von mit mVenus (mV) markiertem
MxCBD, TtCBD oder FKBP gemessen in transfizierten HEK293-Zellen,
mit nicht transfizierten (n.t.) Zellen als Negativkontrolle. e) Metaboli-
sche Aktivit-t von HEK293-Zellen, die mV-MxCBD, mV-TtCBD oder
mV-FKBP exprimieren, im Vergleich zu einer mit 5% DMSO behandel-
ten Kontrolle mit reduzierter Viabilit-t. d) und e) zeigen Mittelwerte :
SEM ffr drei unabh-ngige Experimente, jeweils in Triplikaten durchge-
ffhrt.
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bindende Dom-nen (CBDs), um im Dunkeln gebildete
Membranrezeptorwechselwirkungen durch Grgnlicht zu in-
hibieren, und verwenden diese Dom-nen, um Signaltrans-
duktionswege in menschlichen Zellen und in der Embryo-
nalentwicklung im Zebrafisch zu kontrollieren.
Funktionelle, photochemische und strukturelle Informa-
tionen fgr die CBDs von CarH vonMyxococcus xanthus und
Thermus thermophilus sowie des verwandten LitR von
Streptomyces coelicolor und Bacillus megaterium wurden in
den letzten Jahren verçffentlicht und bilden einen aktiven
Bereich photobiologischer Forschung (Abbildung 1b und
c).[8] Diese Transkriptionsfaktoren sind lichtresponsive Re-
pressoren der Carotinoidsynthese, in denen die relativ klei-
nen CBDs (mit ca. 200 Aminos-uren) die Bildung von Dimer-
Dimer-Komplexen im Dunkeln vermitteln. Grgnes Licht in-
duziert die photolytische Spaltung des 5’-Deoxyadenosylco-
balamin(AdoCbl)-Kofaktors, was zur Dissoziation in Mono-
mere fghrt (Abbildung 1c, Abbildung S1). AdoCbl ist eine
aktive Form von Cobalamin, die auch in den Mitochondrien
eukaryotischer Zellen gebildet wird.[9] In S-ugern sind Co-
balamine essenziell fgr die Synthese roter Blutkçrperchen,
Neuronenfunktion, Protein- und DNA-Synthese, und es ist
keine Beeintr-chtigungen durch gberm-ßige Cobalaminauf-
nahme in gesunden Personen bekannt.[10] Diese Eigenschaf-
ten veranlassten uns, das Potenzial von CBDs fgr im Dunkeln
bestehende und durch Grgnlicht inhibierte Zellsignalisierung
zu untersuchen.
Zun-chst verifizierten wir, dass die Supplementierung mit
Cobalamin im Modellsystem der humanen embryonalen
Nierenzellen (HEK293) gut vertragen wird. Nach Inkubation
mit AdoCbl oder Cyanocobalamin (CNCbl, eine weitl-ufig
verfggbare Vorstufe) bei einer Endkonzentration von 10 mm
fgr 24 h konnten wir keine nachteiligen Effekte auf die
Zellviabilit-t feststellen (Abbildung S2; 10 mm entspricht
einer typischen Konzentration fgr Kofaktorzugabe[2b,3a]). Als
N-chstes untersuchten wir, ob CBDs robust und ohne zyto-
toxische Effekte exprimiert werden kçnnen. Hierzu fusio-
nierten wir synthetische Genfragmente der 618 bp langen
CBDs von M. xanthus (MxCBD) und T. thermophilus
(TtCBD), Codon-optimiert fgr die Expression in menschli-
chen Zellen,[2b] mit dem Gelb fluoreszierenden Protein
mVenus (mV), um die Expression der Dom-nen zu quanti-
fizieren.[11] CBD-Expressionsmengen erreichen ann-hernd
die robust exprimierende menschliche „FK506-binding-pro-
tein“(FKBP)-Dom-ne (Abbildung 1d) ohne messbare zyto-
toxische Nebenwirkung oder Proteinaggregation (Abbil-
dung 1e, Abbildung S3).
Als N-chstes testeten wir die lichtinduzierte Dissoziation
eines CBD-Fusionsproteinkomplexes. Komplexbildung durch
Ligandenbindung ist der funktionelle Mechanismus der Ak-
tivierung von Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs), was unter
anderem zur Aktivierung des „Mitogen-activated-protein-
kinase/extracellular-signal-regulated-kinase“(MAPK/ERK)-
Signalweges fghrt.[12] Um die Wechselwirkung einer RTK zu
kontrollieren, fusionierten wir MxCBD und TtCBD an den
C-Terminus der intrazellul-ren Dom-ne (ICD) des murinen
Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptors 1 (mFGFR1, eine
prototypische RTK), wo bereits chemische Oligomerisie-
rungsdom-nen und Fluoreszenzproteine ohne Einschr-nkung
der Rezeptorfunktion inkorporiert wurden (Abbil-
dung 2a).[13] Die N-terminale Ligandenbindungsdom-ne
wurde durch einenMyristoylierungsanker (MYR) ersetzt, um
die Dom-ne ligandenunabh-ngig allein durch die CBDs zu
kontrollieren.[11,13b] Zus-tzlich wurde ein C-terminales H-m-
agglutinin(HA)-Epitop eingebaut. Interessanterweise konn-
ten wir feststellen, dass diese Fusionsproteine effizienter ex-
primiert wurden, wenn HEK293-Zellen mit AdoCbl supple-
mentiert wurden, im Vergleich zu Zellen supplementiert mit
CNCbl oder ohne Supplementierung (Abbildung 2b), da
mçglicherweise der Kofaktor die Expression unterstgtzt. Dies
wurde mit den mVenus-Fusionsproteinen nicht beobachtet
und deutet auf einen Unterschied in Expressionsmenge und
Stabilit-t der Fluoreszenzprotein- und Rezeptorfusionen hin
(vergleiche Abbildung S4 mit Abbildung 1d fgr Fluores-
zenzproteinexpression mit und ohne Supplementierung).
Um die lichtinduzierte Dissoziation von Rezeptorkom-
plexen zu zeigen, quantifizierten wir zun-chst mittels Luzi-
ferase-Reporterassay die Regulierung des MAPK/ERK-Si-
gnalweges durch mFGFR1-MxCBD und mFGFR1-TtCBD
(Abbildung 2c). Fgr beide Fusionsrezeptoren beobachteten
Abbildung 2. a) Ffr Grfnlicht-inaktivierte Rezeptoren wurden CBDs
mit der ICD von mFGFR1 fusioniert. b) Expression von mFGFR1-
MxCBD und mFGFR1-TtCBD in HEK293 Zellen, mit AdoCBl oder
CNCbl behandelt. c) Aktivierung des MAPK/ERK-Signalweges (LR: Lu-
mineszenzverh-ltnis) durch mFGFR1 fusioniert mit CBDs oder der Fc-
Dom-ne von IgG1 (IgG) und nicht transfizierten Zellen (n.t.) als Reak-
tion auf rotes (R; l=670:5 nm, I=14 mWcm@2), grfnes (G;
l=545:5 nm, I=170 mWcm@2) oder blaues (B; l=470:5 nm,
I=200 mWcm@2) Licht. Gezeigte Werte sind Mittelwerte : SEM ffr
drei bis zwçlf unabh-ngige Experimente, jeweils in Triplikaten durchge-
ffhrt. d) und e) Phosphorylierung von ERK und mFGFR1-MxCBD oder
mFGFR1-TtCBD in Reaktion auf grfnes Licht (0 bis 30 min und nach
60 min Regeneration im Dunkeln, l=545:5 nm, I=170 mWcm@2).
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wir im Dunkeln eine Signalinduktion vergleichbar mit einem
konstitutiv dimerisierten Rezeptor (mFGFR1-IgG, siehe
Experimentelles in den Hintergrundinformationen). Signal-
induktion erfolgte in Abh-ngigkeit von AdoCbl-Supple-
mentierung, in 3bereinstimmung mit Beobachtungen, dass
der Kofaktor fgr die Wechselwirkung der Dom-nen bençtigt
wird.[8c] Die Signalaktivit-t wurde durch grgne Beleuchtung
auf ein Ausmaß vergleichbar mit nicht supplementierten und
nicht transfizierten Zellen reduziert. Generell verhielten sich
die beiden Fusionsrezeptoren -hnlich, jedoch stellten wir fest,
dass blaues Licht die Aktivit-t des TtCBD-Fusionsrezeptors,
nicht jedoch des MxCBD-Fusionsrezeptors, -hnlich stark
vermindert wie Grgnlicht. Kontrollexperimente zeigten, dass
die Rezeptordimerisierung fgr Signalaktivit-t im Dunkeln
erforderlich ist, wie eine Ladungsumkehrsubstitution in der
Kinasedom-ne des Rezeptors zeigt (R195E, siehe Experi-
mentelles). Des Weiteren ermçglichte Beleuchtung mit un-
terschiedlicher Intensit-t das Einstellen auf zwischenliegende
Signalintensit-ten (Abbildung S5). Zusammenfassend zeigen
diese Ergebnisse, dass grgnes Licht die Aktivit-t von
mFGFR1-CBD-Rezeptoren effektiv inhibiert und dass
AdoCbl fgr die Rezeptorkomplexbildung im Dunkeln erfor-
derlich ist.
Wir untersuchten auch die zeitliche Pr-zision der lichtin-
duzierten Rezeptor- und Signalweginaktivierung (Abbil-
dung 2d und e). Durch Immunblot best-tigten wir, dass Re-
zeptoren und das im Signalweg nachgeschaltete Protein ERK
im Dunkeln bei Zugabe von AdoCbl phosphoryliert sind.
Grgnlicht reduziert die Phosphorylierung von ERK innerhalb
von 5 min, die von mFGFR1 innerhalb von 30 min, bis auf ein
Grundniveau, vergleichbar mit nicht supplementierten
Zellen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass dissoziierte
Rezeptoren phosphoryliert bleiben, jedoch ohne Signal-
transduktionsaktivit-t verbleiben. Wir untersuchten auch die
Wiederherstellung der Signalaktivit-t nach Unterbrechen der
Beleuchtung. Bei einer 30-mingtigen Grgnlichtexposition
gefolgt von 60 min Inkubation im Dunkeln erlangte
mFGFR1-MxCBD bis zu 86% seiner ursprgnglichen Akti-
vit-t, fgr mFGFR1-TtCBD wurde keine Regeneration des
Signales beobachtet (Abbildung 2d und e, Abbildung S6a
und b). Die ERK-Phosphorylierung zeigte zu diesem Zeit-
punkt keine Regeneration, mçglicherweise aufgrund des
komplexen Verhaltens dieses Signalweges.[14] Wir untersuch-
ten den molekularen Mechanismus dieses Unterschiedes
zwischen den Rezeptoren ausgehend von der Hypothese, dass
die Ursache die unterschiedliche F-higkeit der CBDs, den
Kofaktor nach photolytischer Spaltung auszutauschen, sein
kçnnte. Fgr TtCBD wurde gezeigt, dass der Corrinring des
AdoCbl-Molekgls ein stabiles Addukt mit einem Histidinrest
(H132; in CarH voller L-nge) bildet, was die Freisetzung des
verbrauchten Kofaktors aus seiner Bindungstasche verhin-
dert.[8f] In der Tat konnte durch eine Substitution dieses
Aminos-urerestes (H479A) eine Regeneration der Phos-
phorylierung erreicht werden (Abbildung S7; die Substitution
des entsprechenden Glutamatrestes in mFGFR1-MxCBD
durch Histidin (E499H) resultierte in verringerter Rezeptor-
aktivit-t und entzog sich detaillierter Analyse). Zusammen-
fassend ist es somit mçglich, mit CBDs eine entweder rever-
sible oder irreversible optische Kontrolle gber Proteinkom-
plexdissoziation zu erzielen.
Um das Potenzial der CBDs fgr Optogenetik in Wirbel-
tieren zu beurteilen, w-hlten wir mFGFR1-MxCBD, um die
Embryogenese von Zebrafischen (Danio rerio) zu manipu-
lieren, da FGF eine wichtige Signalachse in der Wirbeltier-
entwicklung darstellt.[15] Zun-chst untersuchten wir die
Funktionalit-t von mFGFR1 im Zebrafisch. Transiente
3berexpression des konstitutiv aktiven mFGFR1-IgG ver-
ursachte Missbildungen wie Kaudalisierung des Gehirnes und
Ausbildung einer sekund-ren Kçrperachse, -hnlich einem
zuvor beschriebenen konstitutiv aktivem Zebrafisch-
FGFR1[15a] (Abbildung 3a und b). Wir best-tigten ebenfalls,
dass die Injektion vonAdoCbl undmFGFR1-MxCBD alleine
keinen negativen Einfluss auf die Embryonalentwicklung
hatte (Abbildung 3c und d). Um die Kontrolle gber die
mFGFR1-MxCBD-Signalaktivit-t durch Grgnlicht zu de-
monstrieren, wurden Zebrafische mit injiziertem Rezeptor
und AdoCbl entweder im Dunkeln oder unter grgnem Licht
(l= 545: 5 nm, I= 180 mWcm@2) gehalten. Im Dunkeln kam
es zu Missbildungen, die vergleichbar mit mFGFR1-IgG-in-
jizierten Tieren waren, was auf einen -hnlichen, durch den
konstitutiv aktiven Rezeptor verursachten Wirkungsmecha-
nismus hindeutet. Dagegen zeigten Embryonen, die mit
Grgnlicht behandelt wurden, keine abnormale Entwicklung,
was belegt, dass mFGFR1-MxCBD-Signalaktivit-t durch
Grgnlicht in vivo abgeschaltet werden kann (Abbildung 3e
und f). Diese Ergebnisse zeigen die Funktionalit-t von
Abbildung 3. a) Nicht injizierte (n.i.) oder im Einzellstadium injizierte
Embryonen mit b) konstitutiv aktivem mFGFR1-IgG (13 pg Plasmid),
c) AdoCbl (50 fmol), d) mFGFR1-MxCBD (13 pg Plasmid), e) mFGFR1-
MxCBD (13 pg Plasmid) und AdoCbl (25 fmol) im Dunkeln gehalten
(D) oder e) mFGFR1 (13 pg Plasmid) und AdoCbl (25 fmol) unter
Grfnlicht gehalten (L, 545:5 nm, I=180 mWcm@2 von 1 bis 24 hpf).
Bilder wurden bei 24 (a, c, d) und 30 hpf (b, e, f) aufgenommen.
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MxCBD in einem Modellwirbeltier und deuten darauf hin,
dass mFGFR1-MxCBD es in Zukunft ermçglichen kann,
durch zeitliche Kontrolle die Konsequenzen von abnormaler
Signalaktivit-t in unterschiedlichen Entwicklungsphasen zu
untersuchen.
Optogenetische Methoden zur Induktion von Protein-
komplexen durch blaues und rotes Licht haben einen hohen
Stellenwert in der Forschung erreicht. Die hier beschriebenen
CBDs ermçglichen die Dissoziation von Proteinkomplexen
durch grgnes Licht. Im Dunkeln ist die Aktivierung von
mFGFR1-CBDs in humanen Zellen und Zebrafischembryo-
nen mit einem konstitutiv aktiven Signal vergleichbar. Dieses
fghrte im Fischmodell zu abnormalen Ph-notypen, deren
Entstehung durch Grgnlicht verhindert werden konnte. Um
derartige Signale mit konventionellen optogenetischen Me-
thoden zu erzeugen, w-re eine st-ndige Beleuchtung not-
wendig, die ein Risiko des Ausbleichens, der Phototoxizit-t
und mçglicherweise die Notwendigkeit, die Tiere st-ndig zu
beobachten, mit sich bringen wgrde. Die hier gezeigten Fu-
sionsrezeptoren kçnnen durch Grgnlicht reversibel oder ir-
reversibel inhibiert werden und haben Potenzial fgr Mehr-
farbexperimente. CBDs erweitern das Repertoire der Pho-
torezeptordom-nen in der Optogenetik und werden in Zu-
kunft neue Herangehensweisen fgr zell- und tierbasierte
Studien ermçglichen.
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